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ABSTRACT 
Objects To evaluate the effect ofYok此a旧 an(YKS: Tsumura & Co) treatment on range of 
motion (ROM) limitation and the anti hyperalgesia in ankle一in
Methods Wistar male rats were used. YKS (3%) was contained in CE 2 cube diet and fed for 
2 weeks: YKS 2.4 g/kg/day. As comparative study, rats were treated by pregabalin 10 mg/kg/ 
day, i.p. for 2 weeks (PG) or pentazocine 30 mg/kg, s.c. once a week (PZ). ROM of ankle 
dorsiflexion (DF) was measured, and pain thresholds were evaluated by behavioral response 
with the von Frey test and Hargreaves Assay using a plantar test at 1 and 2 weeks after IM. All 
data were shown as % of right limb/left limb. 
Results Ankle DF in an1正le一in
2 weeks after immobilization ( 66%). And A出leDF in IM with al仕eatmentsgroups also sig-
nificantly limited less than 67% after 2 weeks. The mechanical hyperalgesia threshold and 
thermal nociceptive thresholds in IM were significantly decreased to 39% and 76% after 2 
weeks, however, those were not decreased by YKS treatment. On the other, PG or PZ treatment 
inhibited hyperalgesia with drowsiness. 
Conclusion These results indicate that the decrease of mechanical hyperalgesia and thermal 
nociceptive threshold were improved by YKS treatment without drowsiness. It might be useful 
for treatment of pain after immobilization by casting following surgery or trauma. 
(Jpn Pharmacol Ther 2016; 44: 1297 303) 
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はじめに
長期の床上安静または手術や外傷に伴うギプス固
定は可動域の制限や廃用性筋萎縮の原因となること
が知られている。さらにこの不動化は痛みや日常活
動の低下を招く。「不動化」については多くの研究が
行われているが，機序の解明や病態、の違いによる痛
みの治療にはさらなる研究が必要である。
手術またはギプス固定によるラット不動化モデル
では動作制限や痛覚過敏が測定できるが，多くは行
動に不都合を伴う 1.2）。近年，われわれは可動闘
(range of mortion: ROM）制限や痛覚過敏を経時的に
測定できる右後足関節のみを固定した不動化モデ、ル
ラットを確立した3）。このモデ、ルでドは足関節背屈は
右下肢で不動化 l週後から制限が生じ，固定期間中
(4週後）継続した。足関節底屈や膝関節の屈曲・伸
展は両群ともに制限されない。しかし， vonFrey test 
やplantartestによる痔痛行動評価は，不動化 l週後
から不動化群の右下肢で痔痛闘値が低下し， 4週後
まで継続する。
抑肝散は神経症，不眠症，小児の夜泣き，小児府
症に適応がある。近年，頭痛4）や神経障害性痔痛5）に
対する抑肝散の効果が報告され，その作用機序とし
てセロトニンのパーシャルアゴニスト作用，グルタ
ミン酸による興奮を抑制する作用，神経鞘の保護作
用が示唆されている6,7）。また，アジュバンド関節炎
モデルラットにおいても抑肝散の慢性炎症性痔痛な
らびに痔痛に伴うストレスに対する有効性が示さ
れsl,chronic constriction i町ury(CCI）モデルラッ
トに対しても鎮痛効果のあることが報告されてい
る9）。
そこで，本研究では足関節固定モデルを用いて
ROM制限と痛覚過敏に対する抑肝散の効果を検討
した。痛覚過敏はvonFrey testにより機械的痛覚過
敏を， plantartestにより熱痛覚過敏を測定し，痔痛
行動を評価した。抑肝散の効果を確認するためカル
シウムチャネルのα26サプユニットに結合し，神経
伝達物質の過剰放出を抑制することにより，鎮痛作
用を発揮する神経障害性痔痛治療薬pregabaliniolを
投与した群，または，オピオイド受容体パーシャル
アゴニスト作用をもっ非麻薬性鎮痛薬pentazocine
を投与した群を作製し比較した。
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I 対象と方法
1 実験動物および薬剤投与計画
実験にはWistar系雄性ラット（200g, ~株）日本生
物材料センター）を用いた。ラットは右足関節固定
群（IM:n=6), IM＋抑肝散（（欄ツムラ，東京）投
与群（n= 6) , IM+ pentazosin巳（第一三共（株），東京）
投与群（n=6),IM +pregabalin (Pfizer, NY, USA) 
投与群（n=6）および対照群（η＝6）とした。ラッ
トは 1匹ずつの網ゲージで飼育した。 25°C,12時間
明暗サイクルに保たれた環境下，飼料（固形飼料
CE 2，日本クレア，東京）および水は自由に摂取さ
せた。足関節の固定は2週間とし，固定7日後， 14
日後にギブスを外し，直後に足関節可動闘（rangeof 
motion: ROM）を測定し， 24時間後に痛みに対する
行動を評価した。抑肝散投与群は上記3%抑肝散固
形飼料（CE-2，日本クレア，東京）を足関節固定開
始より実験終了まで2週間自由摂取させ，摂取量を
測定した。比較実験薬物投与群：PZ投与群では痔痛
行動評価開始30分前に pentazocine30 mg/kg皮下
(s.c.) 1回投与1l,pregabalin投与群には足関節固定
開始より実験終了まで2週間pregabalin10 mg/kg/ 
day, 12時に毎日腹腔内（i.p.）投与し，痔痛行動評
価は i.p.投与2時間後に実施した12）。対照群は同時
期に伺育し， 7日後に ROM測定， 24時間後に痔痛
行動評価を実施した。本動物実験は昭和大学動物実
験委員会の承認を得て行った（承認番号04005）。
2 足関節固定 (IM）方法
ラットは塩酸ケタミン 90mg/kgと塩酸キシラジ
ン10mg/kgを腹腔内投与し麻酔した。右足関節固
定は KijimaTらの方法に従った3）。エアークッシヨ
ン，添え木，接着テープを用いて足関節を底屈位で
固定し，キャストライト・ α（アルケア（欄，東京）に
て膝から中足祉節関節までを巻き，指先は浮腫発生
確認のため露出した。乾燥固定後，腎部と膝関節が
動くことを確認し，金属メッシュで固定部を補強し
た。
3 足関節可動閏（rangeof motion: ROM）測定法
足関節固定2週間後まですべてのラットに対して
ROMを測定した。塩酸ケタミン90mg/kgと塩酸キ
シラジン 10mg/kgを腹腔内投与により麻酔後，外
固定を除去し， CompressionGauge （大場機器製作
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所，東京）を用い，足底を 0.4newtonで動かし，足
関節ROMを測定した（図 1）。 X線透姐撮影法によ
り後肢の骨を撮影し，膝関節や足関節の動き方を観
察し，肢の位置，関節の動き， ROM制限を明確に
した KijimaTらの結果3）に基づき，基本軸を膝関節
裂隙中央と俳骨外果を結ぶ線（a），移動軸を排骨外
果と第5中足骨頭を結ぶ線（b）とし， Compression
Gaugeを押し当て，足底の位置をスケッチし，分度
器で角度を測定した。結果は左足（コントロール）
に対する右足の値を百分率で示した。
4 f套痛行動評価
実験前および足関節固定から 2週間後まですべて
のラットに対して痛みに対する行動を評価した。評
価は 12:00～14: 00に実施した。 IM群では外固定
除去24時間後に測定した。機械的痛覚過敏の評価
には vonFrey test (SEMI FLEXIBLE, Electrone von 
Frey Anesthesioneter; IITC Life Sci巴nee,Woodland 
Hills, CA, USA）を用いた。ラット両側足底をそ
れぞれ刺激し，逃避反応が現れる強さ（gram）を記
録した。刺激と刺激のあいだ、は 30秒以上あけ， 7回
測定し，最小・最大値を除いた 5巨｜分の測定値を採
用した。結果は左足（コントロール）に対する右足
の値を百分率で示した。熱刺激に対する痛み反応は
Plantar test Analgesia Meter (Plantar test 37370 ; UGO 
BASILE, Comerio, VA, Italy）を使用して評価し
た13）。赤外線ビームで両側足底をそれぞれ刺激し，
逃避行動が現れるまでの時間（秒）を記録した。 3
回測定し，中央値を採用し，結果は左足（コントロー
／レ）に対する右足の値を百分率で示した。
5 統計学処理
結果は平均値±標準誤差で示した。各群（IM群を
含む）と対照群の比較には Dunnetttest，実験前と足
関節固定後の測定結果の比較にはBonferronicorrec-
tion, IM群と薬物投与各群の各時点ごとの比較は
Student’s t testを用い， 5%未満の危険率をもって有
意とした。
I 結 果
1 足関節固定2週間後の背屈ROMの変化
足関節固定により 1週間後より左右差が生じた。
2週間後には IM群で66士3%,IM十抑肝散群では
b 
a 
図 I ROM 測定方法
基本1副｜を膝関節裂｜綜巾央とIJ：骨外果を結ぶ線（a），移動
軸を)J間外果と第51i= l足骨顕を結ぶ線（b）とし， Com-
pression Gaugeを押し当て，足底の位置をスケッチし，
分度器で角度を測定した。
65±4%, IM十pregabalin群では 67±4%,IM+ 
pentazosine群で、は63±13%と，足関節を固定してい
ない対照群にくらべると有意に減少した（P<0.01)
（表1）。投与薬物による差はなかった。
2 2喜痛行動評価
von Frey testの結果，右足関節固定 1週間後から
右｜子肢痔痛閥値は 59±12%(n=6, P<0.01）に，
2週間後には 39±10% (nニ 6,P<0.01）と対照群
(1週間後： 104±1%, 2週間後： 95±3%）にくら
べて有意に低下した。抑肝散投与により，いずれの
時点でも有意に軽減した（1週間後； 81±7%, nニ
6, P< 0.05 : 2 }1§1間f麦； 68±8%, n=6, P<O.Ol, 
vs. IM群）。 Pregabalin投与では右足関節固定2週間
後に 58±4%(n=6, P<0.05 vs. IM群）, pentazocine 
投与群ではいずれの｜時点においても痔痛闇値は対照
若手と同じだ、った（図2）。
Plantar testの結果，右足関節固定 1週間後に右下
肢熱痛覚閲値は対照群にくらべ有意に低下し（64±
13%, n=6, P<0.01), 2週間後には 76±4%(nニ
6, P<0.01）だった。拡IJ肝散投与により， 1週間後
に90±4%(n=6, P<0.05), 2週間後に 92±5%(n 
ニ 6,P<O.Ol) とIM群にくらべ有意に軽減， prega-
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右足関節固定2週後の背屈ROM変化表 1
IM +pentazocin巴IM +pregabalin IM＋抑肝散IM 
数値は右足関節ROM／左足関節ROM*lOOによる算出結果を示す。 Mean±SE
対照群（非足関節固定， n=6）は左右差はなく 100%
IM, IM＋抑肝散， IM+pregabalin, IM+ pentazocineいずれも n=6,P<0.01 
vs.対照群
63±13% 67士4%65士4%66土3%ROM 
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pregabalin pentazocine 
足関節固定モデルラットでの機械的痛覚過敏に対する抑肝散， pregabalin,pen-
tazocine投与の影響
対照群にくらべIM群では機械刺激に対する闘値が1週間後（口） 59土12%,2週間後（ ） 
には39±10%と有意に低下した。この低下は抑肝散または30mg/kgp巴ntazocine皮下投与
により有意に軽減した。また， 10mg/kg/day pregabalin腹腔内投与によっても 2週間後に
は有意に軽減した。値は mean±SE,nニ6，料P<0.01vs.対照群，ヤ＜0.05，柑P<0.01vs. 
IM群で示した。
IM+ 
抑肝散
IM 対照群
図 2
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pregabalin pentazocine 
足関節固定モデルラットの熱刺激逃避行動に対する抑肝散， pregabalin,pentazo-
cine投与の影響
対照群にくらべIM群では熱刺激に対する逃避行動に要する時聞が有意に短くなった（口
1週間後： 64±13%, 2週間後： 76土4%）。この短縮は抑肝散または 30mg/kg pentazo-
cine皮下投与により有意に軽減した。値は mean±SE,n=6，料P<0.01vs.対照群，ヤ＜
0.05，柑P<0.01vs. IM群で示した。
IM+ 
抑肝散
IM 対照群
図 3
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balin投与によっても 85±3%(1週間後）， 82±4% 
(2週間後）と軽減した。 Pentazocine投与群では IM
群にくらべいずれも有意に軽減した（1週間後； 101
±3%, n=6, P<0.01: 2週間後；95±6%,n=6, 
P<0.01，図3）。
皿考 察
抑肝散は「背中の張り」を伴う頭痛4）や帯状癌疹
後神経痛，中枢性神経痛などの神経障害性痔痛5,14)
に対し効果のあることが報告されている。また，手
術直前の患者に対しては抗不安効果15）のあること
も報告され，その作用機序について動物実験による
考察が報告されている6,7）。 SuzukiYらの報告16）では
CCIモデルラットを用いて 1g/kg抑肝散経口投与 1
時間後に vonFrey filamentsによる機械的痛覚過敏
およびアセトン刺激による coldallodyniaを測定し
た結果，痛覚過敏は抑制された。これに伴い髄腔内
グルタミン酸が変化していることから，脊髄内グル
タミン酸トランスポーターを介したグルタミン酸再
取込み抑制に抑肝散が作用している可能性があると
報告している。また， partialsciatic nerve ligation 
(PSL)による神経障害性痔痛モデルマウスでは抑肝
散 1g/kg7日間経口投与により機械的痛覚過敏抑制
効果と脊髄中IL6が減少することがEbisawaSらに
より報告されている 17）。さらに CCIモデルラット 9)
やアジュバンド関節炎モデルラット 8）においては痛
覚過敏，慢性炎症性痔痛と痔痛に伴うストレスの抑
制効果が抑肝散にあることが報告されている。
今回，われわれが用いた足関節目定モデルラッ
ト3）においても抑肝散は痛覚過敏を抑制することが
明らかとなった。この足関節固定モデ、ルは足関節の
みを底屈位で固定するため，ラットはケージ内を比
較的楽に移動することが可能である。足関節固定 1
週間後から足底の痛覚過敏と足関節の ROM制限を
認める。抑肝散投与により， vonFrey testによる機
械的痔痛過敏やplantartestによる熱痛覚過敏は有意
に抑制された。しかし， ROM制限への影響はなかっ
た。本実験期間中，ラットは抑肝散3%含有固形飼
料CE-2を平均79.6g/kg weight/day摂取した。つ
まり， 2.4g/kg/dayの抑肝散を摂取したこととなり，
これまでの報告と摂取量は近似である。一方，抑肝
散の痔痛過敏抑制効果と比較するために，足関節固
定モデルラットに非麻薬性鎮痛薬pentazocine30 
mg/kgと神経障害性痔痛患者に汎用されている pre-
gabalin 10 mg/kg/ dayを投与し，痔痛行動評価を実
施した。 Pentazocine投与により機械的および熱痛覚
過敏は完全に抑制されたが， IM+pregabalin投与群
では機械的痛覚過敏に対しては足関節固定モデル
ラット（IM）群との結果に統計学的有意差は得られ
なかった。 Pentazocineは従来より鎮痛効果を比較す
る動物実験で対照薬として用いられている。しか
し近年では炎症性痛覚過敏と allodyniais）に対する
抑制効果や神経障害性廃痛19）を抑制する薬剤の比
較実験の対照薬としてpregabalinが用いられている。
Pregabalinはカルシウムチャネルの α2<5サブユニッ
トに結合し，カルシウムイオンのシナフoス末端への
流入を減少させ神経伝達物質の過剰放出を抑制する
ことにより，シナプス伝導を抑え鎮痛作用を発揮す
る神経障害性痔痛治療薬10,12,20）として臨床的にも汎
用されている21）が，眠気，ふらつきなどの副作用が
問題である22）。今回のラットを対照とした実験で
pregabalinを10mg/kg/ day 2週間連日投与したが，
痔痛行動評価の際，前述のような副作用は発現しな
かった。しかし投与量を 30mg/kgまたは 50mg/
kgに増加し， i.p.投与2時間後に痔痛行動評価を試
みたが，睡眠やふらつきにより痔痛抑制効果を認め
たものの評価することは困難だった。また， pen-
tazocine (30 rJg/kg, i.p.）投与により，ラットの動
きはやや緩慢となり， plantartestによる熱刺激に反
応して足を上げる動き方は遅かった。しかし，抑肝
散を投与されているラットには眠気，ふらつき，緩
慢な動きは観察されなかった。
以上の結果から，抑肝散には痛覚過敏抑制効果が
あるだけでなく，グルタミン酸神経伝達機構を介し
た攻撃行動の抑制23）や視床下部下垂体一副腎皮質
軸（HPAaxis）調節を介した抗ストレス効果”）のあ
ることも報告されていることから，手術や外傷に伴
うギプス固定による治療後の痛みに対して抑肝散の
投与が有効で、あることが示唆された。
結論
抑肝散は足関節固定モデルラットに対して prega-
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balinやpentazocine同様に痛覚過敏を抑制すること
が明らかとなった。いずれの薬剤も ROM制限への
影響はなかったが，眠気やふらつきを伴わない抑肝
散の投与は手術や外傷に伴うギプス固定による治療
後の痛みに対して有効で、あると考えられる。
抄録
目的足関節固定モデルラットの足関節可動闘
(ROM）と痛覚過敏に対する抑肝散の効果について
＋食言すした。
方法実験には Wistar系雄性ラットを用いた。 3%
抑肝散含有固形飼料CE-2を実験期間中（2週間）自
由摂取させた（抑肝散2.4g/kg/day）。効果を比較す
るため， pregabalin10 mg/kg/ day腹腔内投与群と
pentazocine 30 mg/kg皮下投与群を作製した。右後
足関節固定 1および2週間後に足関節背屈 ROMを
測定， vonFrey testとplantartestにより痔痛行動を
評価した。すべての結果は左足（コントロール）に
対する右足の値を百分率で示した。
結果足関節固定2週間後，背屈 ROMは66%と有
意に制限された。この制限に薬物投与の影響はな
く，いずれも 67%以下を示した。足関節固定2週間
後，機械的痛覚過敏と熱刺激に対する痛み反応はそ
れぞれ39%, 76%と有意に減少したが，抑肝散投与
により，この減少は抑制された。一方， pregabalinや
pentazocine投与によってもこの痛覚過敏は抑制さ
れたが，眠気やふらつきを観察した。
結論以上の結果より，抑肝散は足関節固定モデル
ラットに対して痛覚過敏を抑制することが明らかと
なった。眠気やふらつきを伴わない抑肝散の投与は
手術や外傷に伴うギプス固定による治療後の痛みに
対して有効であると考えられる。
【利益相反］ 開示する利益相反はない。
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